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RESUMO 
 
O robalo-flecha, Centropomus undecimalis, é um hermafrodita 
protândrico, considerado uma espécie emergente para piscicultura 
intensiva no continente americano. Não há informações sobre o 
desenvolvimento inicial dos testículos e a ação de hormônios 
reprodutivos durante a puberdade do robalo-flecha em cativeiro. O 
conhecimento sobre estes assuntos poderá gerar informações 
fundamentais para o avanço desta espécie na aquicultura. Sendo assim, o 
objetivo da primeira parte desta tese foi descrever o início da puberdade, 
correlacionando os parâmetros de crescimento, morfologia das gônadas 
(histologia) e as concentrações plasmáticas da testosterona (T), 11-
cetotestosterona (11-KT) e estradiol (E2) em tanque-rede e sistema de 
recirculação de água. Neste estudo, foi possível constatar uma 
plasticidade no início da puberdade relacionado ao crescimento 
somático, que os esteroides possuem um papel relevante no 
desenvolvimento dos testículos. Além disso, o ambiente de criação tem 
influência nas concentrações plasmáticas dos esteroides gonadais. O 
objetivo da segunda parte da tese foi avaliar os efeitos da 17α-
metiltestosterona (MT) na espermatogênese e esteroidogênese do 
robalo-flecha durante a primeira maturação sexual. Os resultados 
demonstraram que a MT pode induzir o crescimento da gônada e 
acelerar a espermatogênese. Entretanto, ocorreu uma supressão parcial 
dos níveis plasmáticos de T e 11-KT, indicando um feedback negativo 
da MT na esteroidogênese. Simultaneamente, ocorreu um aumento dos 
níveis plasmáticos de E2 nos tratamentos com maiores concentrações de 
MT. Com os resultados desta tese, espera-se contribuir para a criação do 
robalo-flecha na aquicultura. 
 
Palavras-chave: Aquicultura, primeira maturação, peixe marinho, 
espermatogênese, esteroides gonadais. 
 
 
  
 
ABSTRACT  
 
The common snook, Centropomus undecimalis, is a protandrous 
hermaphrodite, considered an emerging species for intensive fish 
farming in the American continent. There is no information about initial 
development of spermatogenesis and the action of reproductive 
hormones during the puberty of common snook. Information about these 
subjects could generate fundamental subsidies for the advancement of 
this species in aquaculture. The aim of the first part of this thesis was to 
describe the onset of puberty, correlating growth parameters, gonad 
morphology (histology) and plasma concentrations of testosterone (T), 
11-ketotestosterone (11-KT), and oestradiol (E2) in a net pen tank and a 
recirculating aquaculture system. In this study, it was possible to 
observe a plasticity at the beginning of puberty related to somatic 
growth, that the steroids play a relevant role in the development of the 
testes. Thus, the rearing environment influences the plasma 
concentrations of gonadal steroids. The objective of the second part was 
to evaluate the effects of 17α-methyltestosterone (MT) on 
spermatogenesis and steroidogenesis of common snook during the first 
sexual maturation. The results demonstrated that MT can induce gonad 
growth and accelerate spermatogenesis. However, there was a partial 
suppression of plasma T and 11-KT levels, indicating a negative 
feedback of MT in steroidogenesis. Simultaneously, there was an 
increase in plasma levels of E2 in the treatments with higher 
concentrations of MT. With the results of this thesis, it is expected to 
contribute to the rearing of common snook in aquaculture. 
 
Keywords: Aquaculture, first maturation, marine fish, spermatogenesis, 
gonadal steroids. 
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1 INTRODUÇÃO GERAL 
 
O Brasil possui inúmeras espécies marinhas emergentes para 
piscicultura, dentre elas o robalo-flecha, Centropomus undecimalis 
(Bloch, 1792). Esta espécie vem sendo bastante estudada no cenário 
nacional, sobretudo no Laboratório de Piscicultura Marinha (LAPMAR) 
da Universidade Fereral de Santa Catarina. As pesquisas recentes 
desenvolvidas no LAPMAR possibilitaram o controle da reprodução e 
larvicultura em cativeiro, permitindo uma produção sustentável de 
juvenis desde dezembro de 2013. Essa produção de juvenis tem 
possibilitado muitas pesquisas dentro das universidades e instituições de 
pesquisa brasileiras. Também permitiu algumas iniciativas em projetos 
de engorda e de repovoamento, financiados por agências de fomento e a 
iniciativa privada.  
Os robalos são peixes teleósteos, carnívoros e possuem 
diversas características que os qualificam para a piscicultura. 
Apresentam alto valor de mercado, se ajustam bem ao cativeiro, são 
eurialinos, aceitam com facilidade alimentos inertes e apresentam boa 
taxa de conversão alimentar (ALVAREZ-LAJONCHÈRE e TSUZUKI, 
2008; CERQUEIRA e TSUZUKI, 2009). Além disso, é um peixe 
importante para a pesca esportiva no continente americano 
(LOWERRE-BALBIERI et al., 2003; TUCKER, 2005). Os robalos são 
encontrados em águas costeiras do Sudeste dos EUA até o Sul do Brasil, 
em regiões marinhas, estuarinas, lagunares e em rios próximos a costa 
(RIVAS, 1986; CERQUEIRA, 2002). A espécie possui relevância como 
predador em ambientes costeiros em toda costa Atlântica do continente 
americano. Por estes motivos, a espécie foi incluída entre as que 
possuem potencial para a piscicultura marinha no Brasil (CAVALLI e 
HAMILTON, 2007).  
Existem diversos estudos sobre a biologia reprodutiva do 
robalo-flecha (TAYLOR et al., 1998; GRIER e TAYLOR, 1998; 
ROBERTS et al., 1999; TAYLOR et al., 2000; PERERA-GÁRCIA et 
al, 2011; RHODY et al., 2015). Dentre estes estudos destaca-se 
TAYLOR et al., (2000) que definiram a espécie como hermafrodita 
protândrica. Neste estudo, os autores coletaram exemplares de robalo-
flecha na costa do sul da Flórida (EUA) por cinco anos e avaliaram a 
idade, crescimento, maturação e mudança de sexo. Foi constatado que a 
transição de macho para fêmea, começa com aproximadamente 515 mm 
e 3,4 anos e que os machos iniciam a maturação (desenvolvimento dos 
testículos) a partir de 20 cm. No LAPMAR já foi observado a mudança 
de sexo de macho para fêmea em 4 indivíduos do plantel de 
14 
reprodutores (comunicação pessoal), demonstrando que este processo 
também ocorre em cativeiro.  
Pesquisas com o robalo-flecha (Figura 1) em cativeiro tem 
proporcionado um maior controle sobre os processos reprodutivos nesta 
espécie. Estudos sobre a indução a desova (NEIDIG et al., 2000; 
SOLIGO et al., 2008; IBARRA-CASTRO et al., 2011, RHODY et al., 
2013), contribuição parental (RHODY et al., 2014), controle do sexo 
(CARVALHO et al., 2014; PASSINI et al., 2016), indução de machos 
adultos (FERRAZ e CERQUEIRA, 2010) e criação das larvas (YANES-
ROCA et al., 2009; HAUVILLE et al., 2014; COSTA et al., 2015) têm 
levado ao aprimoramento do controle da reprodução. Segundo YANES-
ROCA et al., (2009) ainda existem lacunas sobre a reprodução desta 
espécie em cativeiro, sobretudo o fato dos machos apresentarem pouca 
atividade espermatogênica e liberarem pouco sêmen (RHODY et al., 
2014). Não existem informaçoes sobre o inicio da atividade reprodutiva 
(puberdade) em cativeiro com o robalo-flecha.  
 
 
Figura 1 - Robalo-flecha (Centropomus undecimalis) 
 
A puberdade, ou primeira maturação, é o momento que 
compreende a transição de um indivíduo imaturo (juvenil) a um 
indivíduo maduro (adulto), ou seja, o animal adquire a capacidade de se 
reproduzir pela primeira vez, culminando em eventos fisiológicos que 
resultam na primeira produção viável de gametas (OKUZAWA, 2002). 
Estes eventos iniciam após a diferenciação sexual, período quando as 
gônadas começam a se desenvolver e as células germinativas 
indiferenciadas presentes são capazes de se desenvolver em ovogônias 
ou espermatogônias (STRÜSSMANN e NAKAMURA, 2002). Nos 
testículos ocorres a primeira proliferação de espermatogônias, que 
marcam o início da espermatogênese (SCHULZ e GOOS, 1999; 
SCHULZ e MIURA, 2002), já nas fêmeas, inicia-se o processo de 
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ovogênese através da proliferação das ovogônias (PATIÑO e 
SULLIVAN, 2002).  
Estes processos são controlados pela secreção de gonadotrofinas 
(hormônio folículo estimulante e hormônio luteinizante) via hipófise 
(SCHULZ e GOOS, 1999; SCHULZ e MIURA, 2002) e ativação do 
sistema neural resposável pela liberação dos hormônios liberadores de 
gonadotrofinas (GnRH) no cérebro do peixe (CARRILLO et al., 2009; 
TARANGER et al., 2010). Simultaneamente, ocorre um aumento na 
produção de hormônios esteroides nas gônadas, justamente pelo 
desenvolvimento e amadurecimento de células responsáveis por essa 
produção (SCHULZ e MIURA, 2002; PATIÑO e SULLIVAN, 2002). 
Nos testículos, as células de Leydig são as responsáveis por essa função, 
que produzem principalmente hormônios andrógenos, que atuam 
também com função parácrina nas células de Sertoli, células associadas 
às espermatogônias que regulam a espermatogênese (WELTZIENT et 
al., 2004; SCHULZ et al., 2010). 
Em machos, a 11-cetotestosterona (11KT) é considerada o 
andrógeno mais importante para o desenvolvimento dos testículos e 
formação dos gametas. Este hormônio participa na regulação da 
espermatogênese e possui importância na rede endócrina que regula a 
maturação dos testículos e produção de espermatozoides (MIURA et al., 
1991; BORG et al., 1994). Outro andrógeno relevante na maturação do 
sistema reprodutivo, é a testosterona (T), que é essencial para estimular 
estágios iniciais da espermatogênese e o amadurecimento do sistema 
reprodutivo, além de ser precursora da 11KT (BORG, 1994; TOKARZ 
et al., 2015). O estradiol (E2) é um importante estrógeno que participa 
de etapas da espermatogênese, como proliferação de células 
germinativas e renovação das espermatogônias (MIURA et al., 1999; 
SCHULZ et al., 2010). De uma forma geral, a puberdade é o momento 
em que o peixe inicia o amadurecimento de todo o sistema reprodutivo, 
sobretudo o amadurecimento das gônadas e das rotas endócrinas que 
regulam a reprodução, conhecidas como o eixo cérebro-hipófise-
gônadas (OKUZAWA, 2002; TARANGER et al., 2010). 
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Figura 2 - Eixo cérebro-hipófise-gônadas 
 
Estudos que compararam diferentes ambientes de criação, 
observaram que as condições em que os peixes são mantidos interferem 
no tamanho e início da puberdade (SVÅSAND et al., 1996; MANNING 
et al., 2008; DAVIS, 2009; ALMEIDA et al., 2016). Isto acontece 
porque os gatilhos para o início da puberdade são determinados por 
diversos fatores externos e internos como: fotoperiodo, temperatura, 
disponibilidade de alimento, reservas energéticas, crescimento somático, 
pluviosidade e condição das gônadas, entre outros (OKUZAWA et al., 
2002). Vários estudos demonstram que a manipulação do fotoperíodo 
pode ser uma ferramenta eficaz para retardar ou avançar a puberdade em 
peixes cultivados (RODRIGUES et al., 2001; FELIP et al., 2006; 
CARRILLO et al., 2010; KARSEN et al., 2013). O controle de 
temperatura também pode influenciar no início da puberdade, 
geralmente associado ao aumento do crescimento somático 
(HEMERLINK et al., 2011; HEMERLINK et al., 2013). Espécies 
tropicais são sensíveis a temperatura e o ambiente favorável para criação 
estão relacionados com a manutenção da temperatura, principalmente 
em sistemas intensivos. Por exemplo, com o robalo-asiático, Lates 
calcarifer, em sistema de cultivo intensivo e temperatura controlada foi 
observado início da espermatogênese com 9 meses de idade, uma idade 
precoce, quando comparada com animais no ambiente natural 
(SZENTES et al., 2012). De uma forma geral, as condições de criação e 
a melhoria das taxas de crescimento antecipam o início da puberdade na 
aquicultura (SVÅSAND et al., 1996; HOLLAND et al., 2000; 
MANNING et al., 2008; ALMEIDA et al., 2016). 
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Para a aquicultura, o conhecimento sobre a puberdade em 
peixes é importante pois permite obter benefícios controlando o 
momento da primeira maturação. O início da puberdade pode trazer 
consequências para importantes parâmetros de produção na piscicultura, 
como por exemplo: consumo de ração, taxa de crescimento, eficiência 
de conversão alimentar, características de qualidade da carne, aparência 
externa, mudança de comportamento, saúde e sobrevivência 
(TARANGER et al., 2010). Além disso, também pode ocorrer um 
direcionamento do crescimento somático para o crescimento das 
gônadas, produção de gametas e comportamento reprodutivo 
(CARRILLO et al., 2009; TARANGER et al., 2010). Já em algumas 
espécies, como o robalo-europeu, a maturação precoce reduz o 
crescimento e a qualidade da carne, sendo assim é interessante atrasar a 
primeira maturação ou até mesmo reprimi-la (CARRILLO et al., 2009). 
Por estas razões que este evento reprodutivo é amplamente estudado, 
sobretudo nas espécies de peixes com produção comercial, onde o 
entendimento deste processo pode gerar subsídios para melhorar os 
índices produtivos e econômicos.  
Os hormônios andrógenos podem induzir a espermatogênese em 
peixes imaturos e também durante a puberdade (BORG, 1994). Estudos 
com peixes na puberdade demonstraram um efeito positivo na indução 
com hormônios andrógenos sobre o crescimento dos testículos e 
estímulo da espermatogênese (MIURA et al., 1991; HENRY et al., 
1998; ZANUY et al., 1999; HOLLAND et al., 2002; SCHULZ et al., 
2008), demonstrando sua importância no amadurecimento reprodutivo 
durante a puberdade (OKUZAWA, 2002). A forma de administração 
(BERGLUND et al., 1995), momento da indução (AMANO et al., 1994; 
SCHULZ et al., 2008) e tipo de andrógeno (TRUDEAU et al., 1991; 
DUBOIS et al., 1998; CAVACO et al., 2001) podem influenciar 
positivamente ou negativamente nas respostas da espermatogênese. O 
andrógeno sintético 17α-metiltestosterona (MT) é amplamente utilizado 
na aquicultura para investigação e controle de processos reprodutivos. 
Dentre seus usos estão: masculinização, inversão sexual e também 
estimulação da produção de sêmen em machos adultos (GARCIA et al., 
1990; BLAZQUEZ, 1995; YEH et al., 2001).  
As formas de administração mais comuns de hormônios 
esteroides para peixes são na dieta (PANDIAN e SHELLA, 1995; 
PIFERRER, 2001) e com implantes de liberação gradativa (HENRY et 
al., 1998; AIZEN et al., 2005). Os implantes mais comuns utilizados 
com hormônios esteroides são de colesterol/manteiga (ANDERSON e 
FORRESTER, 2001; YEH et al., 2003), implantes silásticos 
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(BERGLUND et al., 1995; YAMAGUTI et al., 2004) e implantes de 
etileno-acetato de vinila (EVA) (SARTER et al., 2006; PASSINI et al., 
2016). Dentre estes implantes, os EVA foram utilizados com sucesso 
para induzir a maturação das gônadas, mudança de sexo e indução a 
desova (AIZEN et al., 2005; SARTER et al., 2006; GUZMÁN et al., 
2011). Recentemente, os implantes EVA foram utilizados com sucesso 
para induzir a inversão de sexo em machos de robalo-flecha com o 
estrógeno 17ß-estradiol (PASSINI et al., 2016), demonstrando a 
viabilidade destes implantes nesta espécie. 
Sendo assim, esta tese foi desenvolvida visando investigar os 
aspectos do início da atividade reprodutiva (puberdade) e avaliar a 
eficiência da aplicação de implantes de MT em machos de robalo-flecha 
durante a primeira maturação sexual.  
 
 
 
 
 
1.2 Justificativa  
 
O robalo-flecha, Centropomus undecimalis, é o peixe da família 
Centropomidae com maior potencial para a piscicultura marinha 
intensiva. A espécie vem sendo amplamente estudada, principalmente 
pela sua relevância biológica como predador em ambientes costeiros da 
costa atlântica do continente americano. Apesar disso, não existem 
informações sobre a puberdade e suas consequências na criação do 
robalo-flecha em cativeiro. Informações sobre a gametogênese e a 
influência dos hormônios que participam deste processo poderão gerar 
informações fundamentais para o avanço desta espécie na aquicultura. 
Esta Tese busca investigar os aspectos reprodutivos da puberdade e da 
espermatogênese do robalo-flecha, Centropomus undecimalis, avaliando 
aspectos produtivos e fisiológicos durante o processo. 
O número limitado de referências sobre a primeira maturação e 
sua influência em peixes marinhos de clima tropical proporciona um 
caráter de ineditismo e relevância a esta tese.  
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1.3 Objetivo Geral 
 
Investigar os aspectos reprodutivos da puberdade e da 
espermatogênese do robalo-flecha, Centropomus undecimalis, visando 
contribuir com o controle da reprodução em cativeiro.  
 
 
1.4 Objetivos Específicos  
- Acompanhar as alterações morfológicas dos testículos durante a 
puberdade do robalo-flecha em dois ambientes de criação; 
- Avaliar as concentrações dos hormônios sexuais testosterona, 11-
cetotestosterona e estradiol durante a puberdade do robalo-flecha em 
dois ambientes de criação; 
- Avaliar o uso de implantes do hormônio 17α-metiltestosterona no 
robalo-flecha, durante a primeira maturação; 
- Avaliar as respostas na espermatogênese e as concentrações dos 
esteroides sexuais ao longo do processo de indução hormonal com 
17α-metiltestosterona; 
 
 
1.5 Formatação Dos Artigos  
 
A tese está dividida em dois capítulos. Cada capítulo 
corresponde a um artigo. Os dois artigos estão formatados de acordo 
com as normas da revista Aquaculture. 
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CAPÍTULO 1 
 
Espermatogênese e perfil de esteroides sexuais na puberdade do robalo-
flecha (Centropomus undecimalis) criado em cativeiro 
Spermatogenesis and sexual steroid profile on puberty of common 
snook (Centropomus undecimalis) in captivity 
G. Passini1, C.V.A. Carvalho1, F.C. Sterzelecki1, Baloi1, M.F., V.R. 
Cerqueira1 
 
1 Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC) – Florianópolis - SC 
 
Resumo 
 
O robalo-flecha, Centropomus undecimalis, um hermafrodita 
protândrico, é considerado uma espécie emergente para a piscicultura 
intensiva no continente americano. Este estudo descreve pela primeira 
vez o início da puberdade nesta espécie, correlacionando parâmetros de 
crescimento, morfologia de gônadas (histologia) e concentrações 
plasmáticas de testosterona (T), 11-cetotestosterona (11-KT) e estradiol 
(E2) em dois ambientes de criação. Dois experimentos com 500 
indivíduos cada um foram conduzidos até os peixes alcançarem a 
puberdade, o primeiro em tanque-rede dentro de um viveiro estuarino 
(Exp. 1) e o segundo em tanque convencional abastecido por um sistema 
de recirculação de água com controle de temperatura (Exp. 2). Os peixes 
do Exp.1 iniciaram a puberdade no segundo ano e os do Exp.2 no 
primeiro ano de vida; estes influenciados sobretudo pelo crescimento 
somático no Exp. 2. Apesar disto, somente os peixes do Exp. 1 
alcançaram o estádio mais avançado da espermatogênese, com liberação 
de sêmen. As variações dos hormônios sexuais (T, 11-KT e E2) 
regularam o avanço da espermatogênese durante a estação reprodutiva. 
As concentrações de T e E2 foram maiores (P < 0,05) no Exp. 2, 
indicando que houve influência do ambiente. Já as concentrações 
plasmáticas de 11-KT não foram influenciadas pelo ambiente de criação, 
sugerindo uma função importantes na regulação da espermatogênese. Os 
resultados deste estudo mostram que o robalo-flecha em ambiente 
termicamente controlado pode iniciar a primeira maturação com um ano 
de vida, em comparação com os dois anos dos peixes em ambiente com 
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variação térmica natural, demonstrando ter uma plasticidade para dar 
início à puberdade.  
Palavras-chave: peixe, reprodução, primeira maturação, aquicultura, 
recirculação. 
 
Abstract  
 
The common snook, Centropomus undecimalis, a protandrous 
hermaphrodite, and considered an emerging species for intensive fish 
farming in the American continent. This study describes for the first 
time the onset of puberty in this species, correlating growth parameters, 
gonadal morphology (histology) and plasma concentrations of 
testosterone (T), 11-ketotestosterone (11-KT) and estradiol (E2) in two 
rearing environments. Two experiments with 500 individuals each were 
conducted until the fish reached puberty, the first in a net-pen tan inside 
an estuarine pound (Exp. 1) and the second in a conventional tank 
supplied by a temperature-controlled recirculating aquaculture system 
(Exp. 2). The fish of Exp.1 initiated puberty in the second year and those 
of Exp.2 in the first year of life; these were mainly influenced by the 
somatic growth in Exp. 2. However, only the fish of Exp. 1 reached the 
most advanced stage of spermatogenesis, with release of semen. 
Variations of sex hormones (T, 11-KT and E2) regulated the progress of 
spermatogenesis during the reproductive season. Concentrations of T 
and E2 were higher (P <0.05) in Exp. 2, indicating that there was 
influence of the environment. However, plasma concentrations of 11-KT 
were not influenced by the rearing environment, suggesting an important 
role in the regulation of spermatogenesis. The results of this study show 
that the common snook in a thermally controlled environment can 
initiate the first maturation with one year of life, compared to the two 
years of the fish in environment with natural thermal variation, showing 
a plasticity to start puberty. 
Keywords: fish, reproduction, first maturation, aquaculture, 
recirculation. 
 
Introdução 
 
O robalo-flecha, Centropomus undecimalis, é um importante 
peixe da família Centropomidae, sobretudo pela sua ampla distribuição 
geográfica, desde o sul do Brasil até o sul dos EUA (Rivas, 1986). 
Possui relevância ictiológica como predador em ambientes costeiros em 
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toda a costa leste tropical e subtropical do continente americano. Muitos 
estudos foram realizados para entender os aspectos da sua biologia 
reprodutiva em ambiente natural, como demonstram os trabalhos de 
Grier e Taylor, 1998; Roberts et al., 1999; Taylor et al., 2000; Perera-
Garcia et al., 2010 e Rhody et al., 2015. Dentre estes, Taylor et al. 
(2000) definiram a espécie como hermafrodita protândrica, ou seja, 
peixes que iniciam a vida reprodutiva como machos, mudando 
posteriormente para fêmeas.  
O robalo-flecha tolera ampla variação de salinidade, possui alto 
valor de mercado, ótima qualidade da carne, além de ser um peixe 
importante para a pesca esportiva (Lowerre-Balbieri et al., 2003; 
Tucker, 2005). Por estas qualidades é considerada uma espécie 
emergente para a piscicultura intensiva nas Américas (Rhody et al., 
2014). Muitas pesquisas sobre a indução de desova (Neidig et al., 2000; 
Ibarra-Castro et al., 2011, Rhody et al., 2013), contribuição parental 
(Rhody et al., 2014), controle do sexo (Carvalho et al., 2014; Passini et 
al., 2016) e criação das larvas (Yanes-Roca et al., 2009; Costa et al., 
2015) demonstram que a produção de juvenis não é mais um limitante 
para a criação desta espécie. Neste momento, estudos sobre o processo 
de primeira maturação em condições de cativeiro poderão gerar 
informações fundamentais para o avanço da utilização desta espécie na 
aquicultura.  
Um dos pré-requisitos para a domesticação e estabelecimento 
de uma indústria de piscicultura sustentável é a capacidade de controlar 
os processos reprodutivos (Mylonas et al., 2009). Para isto, é 
fundamental o conhecimento dos mecanismos que influenciam no início 
da atividade reprodutiva e suas repostas durante a criação dos peixes 
(Zanuy et al., 2001). A puberdade, ou primeira maturação, é o processo 
em que um animal adquire a capacidade de se reproduzir pela primeira 
vez, culminando em eventos fisiológicos que resultam na primeira 
produção viável de gametas (Okuzawa, 2002). Estes eventos ocorrem 
após a diferenciação sexual e nos machos ocorre a primeira proliferação 
das espermatogônias nos testículos, que marcam o início da 
espermatogênese, um processo controlado pela secreção de 
gonadotrofinas via hipófise (Schulz e Goos, 1999; Schulz e Miura, 
2002). Simultaneamente, ocorre um aumento na produção de hormônios 
esteroides pelas células de Leydig dos testículos, principalmente 
hormônios andrógenos, que atuam também com função parácrina nas 
células de Sertoli, regulando a espermatogênese (Weltzient et al., 2004; 
Taranger et al., 2010). Em machos, a 11-cetotestosterona (11-KT) é 
considerada o andrógeno mais importante para o desenvolvimento dos 
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testículos e formação dos gametas. Da mesma forma, a testosterona (T) 
é essencial para estimular os estágios iniciais da espermatogênese e o 
amadurecimento do sistema reprodutivo (Borg, 1994; Zanuy et al., 
1999). É sabido que o estradiol (E2) também participa de etapas da 
espermatogênese, como proliferação de células germinativas e 
renovação das espermatogônias (Schulz et al., 2010). De uma forma 
geral, na puberdade iniciam-se as rotas endócrinas que regulam a 
reprodução, conhecidas como o eixo cérebro-hipófise-gônadas 
(Manning et al., 2008; Carrillo et al., 2009; Taranger et al., 2010). 
Os gatilhos para o início da puberdade são determinados por 
diversos fatores externos e internos como: fotoperiodo, temperatura, 
disponibilidade de alimento, reservas energéticas, crescimento somático, 
condição das gônadas, etc. (Okuzawa et al., 2002; Carrillo et al., 2010). 
Em cativeiro, o início da atividade reprodutiva pode reduzir as taxas de 
crescimento, prejudicar a qualidade da carne, gerar comportamento 
agressivo e aumentar a susceptibilidade a doenças (Taranger et al., 
2010). Por estas razões, esta etapa do ciclo de vida é amplamente 
estudada, sobretudo nas espécies de peixes com produção comercial, 
onde o entendimento deste processo pode gerar subsídios para melhorar 
índices produtivos e econômicos. No entanto, são poucos os trabalhos 
sobre o início da puberdade com espécies marinhas de clima tropical. 
Estudos que compararam diferentes ambientes de criação, observaram 
que as condições em que os peixes são mantidos interferem no tamanho 
e na idade de início da puberdade (Svåsand et al., 1996; Rodriguez et al., 
2001; Davis, 2009; Hemerlink et al., 2013; Karsen et al., 2013). 
Espécies tropicais, como o robalo-flecha, necessitam de temperatura 
elevada para sua criação, o que também estimula a reprodução, 
principalmente em sistemas intensivos. 
Por esses motivos, o presente estudo foi conduzido para 
descrever as transformações fisiológicas no início da atividade 
reprodutiva no robalo-flecha (Centropomus undecimalis), algo que ainda 
não foi investigado nesta espécie. Além disso, pretende relacionar o 
início da puberdade com o avanço da espermatogênese nos testículos e 
as variações plasmáticas dos hormônios esteroides (T, 11-KT e E2) de 
indivíduos criados em ambiente controlado com temperatura elevada 
(~30 °C) e em ambiente com variação térmica natural. 
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Material e Métodos  
 
Peixes e condições de criação 
Dois experimentos foram conduzidos no Laboratório de 
Piscicultura Marinha (LAPMAR) na estação de maricultura da 
Universidade Federal de Santa Catarina em Florianopolis, Brasil (27° 
35' 49'' S, 48° 32' 58'' W). Os peixes utilizados resultaram de duas 
desovas artificiais de reprodutores do LAPMAR segundo metodologia 
de Passini et al. (2013) em janeiro de 2013 (Experimento 1) e fevereiro 
de 2015 (Experimento 2). Os juvenis foram mantidos em tanques de 2 
m³ em fluxo contínuo até atingirem 7,25 ± 0,94 g (exp. 1) e 5,70 ± 0,62 
g (exp. 2), para então serem transferidos para os sistemas de cultivo de 
cada experimento. Todos os procedimentos utilizados com os peixes 
foram aprovados pelo Comitê de Ética para Uso Animal 
(PP00861/CEUA/PROPESQ/UFSC/2013).  
 
Experimento 1: criação em Viveiro estuarino  
Quinhentos peixes foram mantidos em um tanque rede de 28 m³ 
(3,8 x 3,8 x 2,0 m) dentro de um viveiro estuarino, de outubro de 2013 a 
maio de 2015, sob condições naturais de fotoperiodo e temperatura. 
Durante este período foram alimentados até a saciedade aparente duas 
vezes ao dia com ração comercial para peixes carnívoros (45 % proteína 
bruta e 8 % lipídeo). Após cada amostragem, a rede do tanque era 
trocada. Foram realizadas 12 biometrias (n=50 peixes em cada uma), e 
nos meses de março de 2014 (primeira estação reprodutiva dos peixes) e 
em outubro e dezembro 2014, janeiro, março (segunda estação 
reprodutiva) e maio de 2015 foram coletadas amostras de tecidos e 
sangue de 20 peixes. As densidades de estocagem e os parâmetros de 
qualidade de água são apresentados na Tabela 1. 
 
Experimento 2: criação em Sistema de Recirculação de Água (RAS) 
 Quinhentos peixes foram mantidos em um tanque de 9,6 m³ (3,2 
m Ø; 1,2 m altura) em um sistema de recirculação de água, dentro de 
uma estufa com temperatura controlada com um trocador de calor e 
fotoperiodo natural. O sistema era composto por filtro de areia, filtro 
biológico upwelling, fracionador de espuma (protein skimmer) e 
esterilizador ultravioleta. A taxa de recirculação no tanque foi mantida 
em 4 m³/h com troca parcial no sistema de recirculação de 5%/dia. A 
alcalinidade e pH do sistema eram mantidos entre controlados com 
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adição de bicarbonato de sódio (NaHCO3). A amônia, nitrito e nitrato 
eram monitorados semanalmente. A amônia se manteve abaixo de 0,2 
mg/L, nitrito foi sempre inferior a 0,5 mg/L e a maior concentração de 
nitrato foi de 22 mg/L. As densidades de estocagem e outros dados de 
qualidade de água (temperatura, salinidade e oxigênio), além do 
fotoperíodo, são apresentados na Tabela 1. Os peixes foram alimentados 
até a saciedade aparente quatro vezes ao dia até o mês de outubro de 
2015 e duas vezes ao dia até o mês de maio de 2016 com ração 
comercial para peixes carnívoros (45 % proteína bruta e 8 % lipídeo). 
Foram feitas biometrias (n=50 peixes) e amostragens (n=10) de outubro 
de 2015 a maio de 2016 (primeira estação reprodutiva dos peixes), com 
exceção do mês de abril. 
 
Tabela 1. Densidades de estocagem e qualidade de água de dois experimentos com o 
robalo-flecha, Centropomus undecimalis, para acompanhamento da primeira 
maturação. 
  
Densidade 
estocagem  
(kg/m³) 
Temperatura                            
(°C) Fotoperíodo 
(h) OD       
(mg/L) 
Salinidade 
(g/L) 
  Inicial Final 
Média 
Mín. Máx. Mín. Máx. 
Exp.1 0,12 5,8 
23,69 
± 4,90  15,6 32 
10,2 13,8 
5,74 ± 1,00 27,5 ± 2,0 
Exp.2 0,26 13,8 
29,12 
± 0,54 28,1 31 4,7 ± 0,19 35,0 ± 1,5 
 
Amostragens  
Em todas as biometrias os peixes foram anestesiados com 
benzocaína (50 mg/L) para pesagem, medição do comprimento total e 
em seguida foi verificado se liberavam sêmen, após leve pressão 
abdominal. Quando era necessário coletar amostras de sangue e tecidos 
foi adotado o seguinte procedimento: as amostras de sangue foram 
retiradas por punção da veia caudal com seringa de 1 mL contendo o 
anticoagulante ácido etilenodiamino tetra-acético (EDTA 10%) e 
mantidas em eppendorfs sobre o gelo. Ao final da coleta, o sangue foi 
centrifugado para separação do plasma a 2.000 g, durante 10 min. a 4 °C 
e posteriormente mantidos em freezer a -20 °C até a realização das 
análises. Após estes processos, os peixes foram eutanasiados com uma 
superdosagem de benzocaína (100 mg/L) e dissecados. O fígado, 
gordura visceral e as gônadas foram pesados para determinar o índice 
hepatossomático (IHS = peso fígado/peso total x100), índice da gordura 
mesentérica (IGM = peso gordura/peso total x 100) e índice 
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gonadossomático (IGS = peso gônada/peso total x 100), 
respectivamente. Além disso, as gônadas foram fixadas para posterior 
avaliação histológica.  
Nos dois experimentos, a motilidade dos espermatozoides foi 
avaliada no mês de março. Após a retirada das gônadas, uma delas foi 
conservada em solução salina (Hanks balanced salt solution - HBSS) por 
até 20 minutos. Após rompimento da parede do testículo, foi adicionado 
água marinha (35 g/L) e imediatamente quantificado o tempo de 
motilidade dos espermatozoides.  
 
Análise histológica e classificação reprodutiva das gônadas 
As gônadas foram fixadas em solução de Davidson marinho 
durante 24 h, com posterior conservação em etanol 70%. Após 
desidratação, diafanização e inclusão em parafina, foram feitos cortes 
transversais de 5 µm de espessura. Os tecidos foram corados com 
hematoxilina de Harris e Eosina (HHE) para posterior identificação dos 
tecidos em microscópio. Fotomicrografias foram tiradas em microscópio 
(LEICA DM750, Wetzlar, Alemanha) com auxílio de software 
específico (LEICA LAS-EZ, Wetzlar, Alemanha).  
Foram determinados cinco estádios de maturação dos testículos 
(Tabela 2) tendo como base os estudos com robalo-flecha de Grier e 
Taylor (1998) e a padronização proposta por Brown-Peterson et al. 
(2011). 
 
Tabela 2.  Caracterização reprodutiva e histológica da espermatogênese no robalo-
flecha, Centropomus undecimalis. 
Característica 
reprodutiva 
Estádio Características histológicas 
Imaturo I 
Somente espermatogônias presentes; lúmen não 
desenvolvido dentro dos lóbulos. 
Desenvolvimento D 
Espermatócitos presentes e formação do lúmen. 
Espermátides e espermatozoides podem estar 
presentes, entretanto não liberados no lúmen. 
Potencialmente 
maduros 
CGE 
Espermatozoides presentes no lúmen, espermatócitos 
e espermatogênese no tecido epitelial. CGE - epitélio 
germinativo contínuo. 
DGE 
Espermatozoides presentes no lúmen, espermatócitos 
e espermatogênese no tecido epitelial. DGE - epitélio 
germinativo descontínuo. 
Regressão 
R 
Presença de espermatozoides residuais no lúmen dos 
túbulos seminíferos. 
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Análises dos hormônios 
Para quantificação da T e E2 plasmático foram utilizados kits de 
análise comerciais (DRG Instruments GmbH, Alemanha) previamente 
validados para o plasma de C. undecimalis (Passini et al., 2016). O 11-
KT plasmático foi quantificado com outro kit comercial (Cayman, Ann 
Arbor, MI, EUA). A validação do 11-KT foi realizada seguindo o 
protocolo do fabricante. O coeficiente do teste intraensaio foi 4,95 ± 
1,96% (n=6) e o do interensaio foi 6,37 ± 0,81% (n=6), dentro dos 
limites especificados no protocolo. A acurácia do Spike and recovery foi 
de 13,94 ± 0,19% (n=6). As amostras foram lidas em espectrofotômetro 
(Molecular Devices, SpectraMax M5, Estados Unidos) com 
comprimento de onda de 450 nm para a T e E2 e 412 nm para 11-KT. 
Os esteroides foram extraídos de 300 μL de plasma de cada 
indivíduo. Em cada amostra foram efetuadas três lavagens de 1,5 mL 
com o solvente diclorometano, sendo descartado o sobrenadante. Em 
seguida, o solvente foi evaporado com vapor de nitrogênio e o resíduo 
ressuspendido com 300 μL de solução padrão do Kit DRG. As amostras 
foram então congeladas a -20 °C até o início do ensaio enzimático. 
 
Análise estatística 
Para o tratamento estatístico dos resultados foi feita análise de 
variância unifatorial (ANOVA) ao nível de significância de 5%, e 
quando encontradas diferenças significativas foi aplicado o Teste de 
Duncan.  As análises estatísticas foram realizadas com software 
STATISTICA 7 (Stat Soft Inc., USA). Os dados em percentual foram 
transformados (arcoseno) antes de serem analisados. Todos os dados são 
apresentados como média ± desvio padrão, com exceção da 
concentração de hormônios, apresentada como média ± erro padrão.  
 
Resultados 
 
Crescimento 
 Nos dois experimentos os peixes apresentaram aumento do peso 
ao longo do período experimental (Figura 1). Os peixes do Exp. 1 
alcançaram peso final de 437,31 ± 67,12 g e comprimento total de 38,80 
± 2,40 cm no segundo ano de vida (maio de 2015). Os peixes do Exp. 2 
alcançaram peso final de 366,47 ± 46,77 g e comprimento total 37,37 ± 
1,12 cm no primeiro ano de vida (maio de 2016). A sobrevivência foi de 
94% (Exp. 1) e 96% (Exp. 2).  
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Figura 1. Dados de crescimento do robalo-flecha, Centropomus 
undecimalis, nos dois experimentos de primeira maturação. 
 
O IHS e IGM não apresentaram variações significativas durante 
o decorrer dos experimentos. Os valores de IHS foram menores (P < 
0,05) no Exp.1 do que os do Exp.2. Para apresentação dos dados de 
peso, comprimento, IGS, IHS e IGM (Tabela 3) os peixes dos estádios I 
e D foram agrupados como não maduros (NM) e os peixes dos estádios 
CGE e DGE como maduros. 
 
Tabela 3. Dados de peso, comprimento e os índices gonadossomático (IGS), 
hepatossomático (IHS) e gordura mesentérica (IGM) do robalo-flecha, Centropomus 
undecimalis, nos dois experimentos de primeira maturação.  
    Não maduros Maduros 
    Exp. 1 Exp. 2 Exp. 1 Exp. 2 
Peso (g) 
Média 151,84 ± 81,21 189,41 ± 89,02 305,35 ± 91,78 303,05 ± 40,38 
Menor 58,7 102,1 127,2 232,8 
Maior 356,1 314,6 450 352,2 
Compr. 
Total 
(cm) 
Média 27,05 ± 4,36 30,21 ± 2,95 34,31 ± 3,48 35,11 ± 1,34 
Menor 21 25 26 32,5 
Maior 36 35,5 39 36,5 
IGS (%) 0,013 ± 0,004 a 0,013 ± 0,004 a 0,029 ± 0,012 b 0,022 ± 0,009 b 
IHS (%) 1,82 ± 0,709 a 2,15 ± 0,61 b 1,59 ± 0,42 a 2,40 ± 0,30 b 
IGM (%) 1,96 ± 0,73 a 1,68 ± 0,54 a 1,91 ± 0,06 a 1,17 ± 0,38 b 
As letras diferentes nas linhas indicam diferença significativa (P < 0,05, ANOVA 
seguido de teste de Duncan). Os dados são apresentados em média ± DP. 
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Morfologia das gônadas e início da puberdade 
 As gônadas do robalo-flecha são dispostas em pares 
longitudinalmente abaixo da vesícula natatória. As gônadas foram 
aumentando gradativamente com o tamanho e a idade. Assim que os 
peixes foram avançando na maturação sexual, as gônadas se tornaram 
mais brancas e menos translúcidas. Foram encontrados somente machos 
nos dois experimentos. Não foram encontradas diferenças morfológicas 
nos testículos dos peixes nos dois experimentos. 
Nos dois experimentos foi possível observar um aumento do 
índice gonadossomático durante a estação reprodutiva, de dezembro a 
março (Figura 2). Simultaneamente, nos dois experimentos a 
espermatogênese avançou com o aumento do IGS (Figura 2). Os peixes 
do Exp. 1 alcançaram a primeira maturação no segundo ano de vida, já 
os peixes do Exp. 2 no primeiro. Os valores de IGS apresentaram 
diferenças significativas (P < 0,05) entre os estádios de desenvolvimento 
dos testículos (Figura 3). Não foram encontradas diferenças 
significativas (P > 0,05) dos valores de IGS dos estádios de maturação 
entre os dois experimentos. 
 
 
Figura 2. Valores do índice gonadossomático (IGS) e frequência dos estádios de 
desenvolvimento dos testículos nos meses do ano nos dois experimentos de 
primeira maturação com machos de robalo-flecha, Centropomus undecimalis. 
Estádios: Imaturo (I), Desenvolvimento (D), Epitélio germinativo contínuo 
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(CGE), Epitélio germinativo descontínuo (DGE) e regressão (R). As letras 
acima das barras no histograma indicam diferença significativa (P < 0,05, 
ANOVA seguido de teste de Duncan) entre os meses em cada experimento. O 
IGS é apresentado em média ± DP.  
 
No Exp. 1 todas as gônadas eram imaturas (I) na primeira 
estação reprodutiva (março de 2014), os peixes possuíam peso de 76,55 
± 10,61 g, comprimento total de 21,36 ± 0,68 cm e IGS de 0,0083 ± 
0,002 %. Estas gônadas já possuíam sinais de diferenciação testicular e 
apresentavam somente espermatogônias, sobretudo no epitélio 
germinativo (Figura 4a). O lúmen da gônada ainda não estava 
desenvolvido. Em outubro de 2015, 10% dos peixes avançaram a 
espermatogênese (Figura 4b) e as gônadas apresentavam espermatócitos 
e maior diferenciação celular (Figura 4b), indicando estímulo à 
maturação com o início da estação reprodutiva. No mês de dezembro, a 
espermatogênese seguiu avançando, com 70% dos peixes em 
“desenvolvimento” (D); além destes, 20% dos peixes eram 
potencialmente reprodutivos com alto grau de diferenciação no estádio 
“epitélio germinativo contínuo” (CGE) ao longo da gônada. Nestes 
peixes foi possível observar que a espermiogênese tinha iniciado com a 
formação do lúmen da gônada contendo espermatozoides (Figura 4c). 
Estes peixes possuíam 191,0 ± 45,65 g e 29,50 ± 3,51 cm. No mês de 
janeiro de 2015, 50% dos peixes estava em desenvolvimento (D) e 50% 
eram reprodutivamente maduros com o epitélio germinativo contínuo 
(CGE) e possuíam 253,41 ± 39,42 g e 31,87 ± 2,92 cm. Além disso, foi 
amostrado o primeiro peixe com o testículo em fase final de maturação, 
com abundância de espermatozoides e com “epitélio germinativo 
descontínuo” (DGE). No mês de março de 2015, 50% dos machos 
estavam no estádio DGE (Figura 4d) com espermiação discreta de 
sêmen. Nesta amostragem, somente um peixe estava em 
“desenvolvimento”, indicando que praticamente toda a população era 
reprodutivamente ativa. A motilidade média dos espermatozoides foi de 
294 ± 58s nos peixes amostrados. No mês de maio de 2015, 100% dos 
peixes estavam em “regressão” (R) e os testículos possuíam baixa 
diferenciação celular com espermatozoides residuais no lúmen (Figura 
4e).  
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Figura 3. Valores do índice gonadossomático (IGS) dos diferentes estádios de 
desenvolvimento dos testículos em dois experimentos sobre a primeira 
maturação com machos de robalo-flecha, Centropomus undecimalis. Estádios: 
Imaturo (I), Desenvolvimento (D), Epitélio germinativo contínuo (CGE), 
Epitélio germinativo descontínuo (DGE) e regressão (R). As letras acima das 
barras no histograma indicam diferença significativa (P < 0,05, ANOVA 
seguido de teste de Duncan) entre os estádios de desenvolvimento em cada 
experimento. ne: estádio não encontrado.Os valores de IGS são apresentados em 
média ± DP.  
 
No Exp. 2, todos os peixes amostrados em outubro (2015) eram 
imaturos, com apenas espermatogônias no epitélio da gônada. No mês 
de novembro 10% dos peixes estavam no estádio D e 90 % eram 
imaturos. No mês de dezembro, 25 % dos peixes estavam em D e os 
demais estavam imaturos. No mês de janeiro de 2016, 100 % dos peixes 
estavam em desenvolvimento. No mês de fevereiro 50 % dos peixes 
estavam reprodutivamente maduros, estes peixes possuíam peso 242,80 
± 11,12 g e 33,37 ± 0,75 cm e os testículos destes peixes estavam com 
epitélio germinativo contínuo (CGE), os demais peixes estavam em 
desenvolvimento. No mês de março 80 % dos peixes estavam 
reprodutivamente maduros no estádio CGE e 20 % em desenvolvimento. 
No experimento 2, nenhum peixe liberou sêmen após pressão 
abdominal, entretanto os espermatozoides contidos no lúmen do 
testículo possuíam motilidade espermática média de 236 ± 42 s. No mês 
de maio 90 % dos peixes estavam em regressão. Nenhum peixe liberou 
sêmen no experimento 2 e não foi encontrado peixe no estádio DGE. 
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Figura 4. Fotomicrografia dos testículos do robalo-flecha, Centropomus 
undecimalis, em diferentes estádios de maturação. a) Imaturo; tecido com 
espermatogônias no epitélio germinal, setas indicam ninhos de 
espermatogônias; b) Desenvolvimento; início da espermatogênese e formação 
dos espermatocistos; b’) ampliação da fotomicrografia b; c) Epitélio 
germinativo contínuo (CGE); espermatozoides dentro do lúmen e todos os 
estágios da espermatogênese presentes com epitélio germinativo contínuo; d) 
Epitélio germinativo descontínuo (DGE); espermatozoides no lúmen com 
epitélio germinativo contínuo; e) Regressão (R); Espermatozoides residuais no 
lúmen do testículo. SC: Célula de Sertoli; Sg: espermatogônia; 1Sc: 
espermatócito primário; 2Sc: espermatócito secundário; St: espermátide; Sz: 
espermatozoide. (a-b-b’-e) barra = 50 μm; (c-d): barra = 20 µm.  
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Esteroides gonadais 
 As concentrações plasmáticas de testosterona (T), 11-
cetotestosterona (11-KT) e estradiol (E2) foram influenciadas pelos 
meses da estação reprodutiva nos dois experimentos (Figura 5). 
No Exp. 1, as concentrações de T e 11-KT aumentaram 
gradativamente com o avanço da espermatogênese e caíram após o 
término da estação reprodutiva. Em março de 2014 estes hormônios 
ficaram abaixo dos níveis de detecção dos kits. Para a T, as maiores 
concentrações foram encontradas no mês de março de 2015 (0,088 ± 
0,021 ng/mL) e para a 11-KT foram encontradas no mês de janeiro de 
2015 (0,074 ± 0,016 ng/mL), período de pré-espermiogênese. Após a 
estação reprodutiva (maio) houve uma queda significativa (P < 0,05) nas 
concentrações de ambos. O E2 foi o hormônio mais abundante, com as 
maiores concentrações encontradas em outubro de 2014 (0,274 ± 0,027 
ng/ml), e as menores no mês de março de 2015 (0,071 ± 0,017 ng/ml). 
No Exp. 2, houve dois picos nas concentrações plasmáticas de 
T, em novembro de 2015 e fevereiro de 2016 (Figura 5). No mês de 
maio de 2016 houve uma queda significativa (P < 0,05) nas 
concentrações de T. Para a 11-KT, as maiores concentrações foram 
encontradas nos meses de janeiro e março de 2016 (Figura 5). O E2 foi 
o hormônio mais abundante, com as menores concentrações (P < 0,05) 
no mês de março de 2016 (0,187 ± 0,021 ng/mL). 
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Figura 5. Concentrações plasmáticas dos hormônios testosterona (T), 11-
cetotestosterona (11-KT) e estradiol (E2) no período reprodutivo de dois 
experimentos sobre a primeira maturação com machos de robalo-flecha, 
Centropomus undecimalis. As letras acima das barras no histograma indicam 
diferença significativa (P < 0,05, ANOVA seguido de teste de Duncan) entre os 
valores obtidos nos meses em cada experimento. As concentrações são 
apresentadas em média ± EP. 
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Figura 6. Concentração plasmática dos hormônios testosterona (T), 11-
cetotestosterona (11-KT) e estradiol (E2) nos diferentes estádios de maturação 
dos testículos de dois experimentos sobre a primeira maturação com machos de 
robalo-flecha, Centropomus undecimalis. Estádios: Imaturo (I), 
Desenvolvimento (D), Epitélio germinativo contínuo (CGE), Epitélio 
germinativo descontínuo (DGE) e regressão (R). As letras acima das barras no 
histograma indicam diferença significativa (P < 0,05, ANOVA seguido de teste 
de Duncan) entre os estádios de maturação. As barras com asteriscos indicam 
diferença significativa entre as concentrações dos dois experimentos. Ne: 
estádio não encontrado. As concentrações são apresentadas em média ± EP. 
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Foi possível verificar relações entre os estádios de maturação 
dos testículos com as concentrações plasmáticas dos três hormônios 
avaliados, inclusive com diferenças significativas entre os ambientes 
avaliados (Figura 6).  
Nos dois experimentos, as concentrações plasmáticas de T 
foram mais altas (P < 0,05) nos peixes potencialmente maduros (CGE e 
DGE), com os valores mais baixos encontrados nos peixes em regressão. 
Os valores de T foram menores (P < 0,05) em todos os estádios de 
desenvolvimento no Exp. 1 do que no Exp. 2. As concentrações 
plasmáticas da 11-KT foram maiores (P < 0,05) nos estádios CGE e 
DGE do Exp. 1, enquanto que no Exp. 2 foram maiores nos estádios D e 
CGE. A concentração de 11KT foi diferente nos estádios CGE e R (P < 
0,05) comparando-se os dois experimentos. As concentrações de E2 no 
experimento 2 foram as mais elevadas (P < 0,05) em todos os estádios 
de desenvolvimento. Nos dois experimentos, as concentrações de E2 
foram menores (P < 0,05) nos peixes “potencialmente maduros”. 
 
Discussão 
 
 Os resultados demonstraram que o início da puberdade, ou 
primeira maturação, está mais relacionado com o tamanho (peso e 
comprimento) do que com a idade, provavelmente associado ao 
crescimento somático dos peixes e à maturação do sistema reprodutor no 
robalo-flecha. Foi possível constatar variações hormonais significativas 
em relação ao avanço da espermatogênese, estádios de desenvolvimento 
dos testículos e ambientes de criação.  
Nos estudos prévios sobre a reprodução do robalo-flecha em 
cativeiro (Neidig et al., 2000; Ibarra-Castro et al., 2011; Rhody et al., 
2013; Rhody et al., 2014; Passini et al., 2016), os aspectos da puberdade 
em condições de criação não foram investigados. Em um estudo no 
ambiente natural, no litoral da Flórida (EUA), haviam machos em 
maturidade sexual a partir de 20 cm de comprimento padrão e no 
primeiro ano de vida (Taylor et al., 2000). No presente estudo, o menor 
macho maduro possuía 26 cm (CT) e 127 g no Exp. 1 com 19 meses de 
vida, e no Exp. 2 possuía 32,5 cm e 232 g no primeiro ano de vida. Isto 
demonstra que o robalo-flecha pode apresentar uma plasticidade sobre 
os primeiros sinais de maturidade sexual e o início da puberdade.  
Certamente, um dos aspectos que permitiram o início da 
puberdade mais cedo nos peixes do Exp. 2 foram as condições de 
criação, sobretudo o crescimento mais rápido devido à temperatura mais 
elevada. Em sistemas comerciais é recorrente o aparecimento de peixes 
38 
com idade e tamanho reduzido no início da puberdade, principalmente 
pela disponibilidade de alimento e manutenção de condições ótimas para 
crescimento (Svåsand et al., 1996; Manning et al., 2008; Hemerlink et 
al., 2013; Almeida et al., 2016). A temperatura da água possui papel 
importante em peixes teleósteos, pois pode controlar processos 
fisiológicos como a regulação endócrina (Taranger et al., 2010). Vale 
lembrar que o robalo-flecha é uma espécie tropical e que melhores taxas 
de crescimento estarão associadas a temperaturas mais altas, 30 °C no 
presente estudo. Desta forma, os gatilhos para o início da puberdade 
estão muito relacionados com a otimização das condições de criação. 
Outro aspecto relevante deste estudo foi observar que a espécie 
apresenta baixos valores de IGS (< 0,05), indicando um baixo 
direcionamento energético para as gônadas durante a maturação 
reprodutiva.  
Apesar dos efeitos do fotoperiodo serem mais pronunciados em 
peixes de clima frio e temperado (Pankhurst e Porter, 2003), o presente 
estudo demonstrou que a manutenção da temperatura (Exp. 2) não foi 
suficiente para manter a maturação das gônadas desta espécie após o fim 
da estação reprodutiva. É sabido que o controle do fotoperiodo e 
temperatura é uma importante ferramenta no controle da primeira 
maturação na aquicultura (Rodriguez et al., 2001; Carrillo et al., 2010; 
Hemerlink et al., 2013), inclusive o robalo-flecha é sensível ao manejo 
de temperatura e fotoperiodo, viabilizando a reprodução em ambiente 
controlado (Rhody et al., 2014). Por estas razões, o controle do 
fotoperiodo deveria ainda ser melhor estudado nesta espécie, sobretudo 
para suprimir ou acelerar o início da primeira maturação.  
No presente estudo, o início da puberdade esteve associado ao 
avanço da espermatogênese através da diferenciação mitótica das células 
germinativas. Morfologicamente, o início da puberdade foi 
caracterizado pela presença de espermatozoides no lúmen dos tubulos 
seminíferos. Estas transformações morfológicas da espermatogênese já 
foram bem descritas para o robalo-flecha (Grier e Taylor, 1998) e os 
padrões de maturação e regressão encontrados no presente estudo 
seguiram estas descrições. Nos dois experimentos estes processos foram 
acompanhados por variações nas concentrações plasmáticas dos 
hormônios T, 11-KT e E2. O avanço da espermatogênese influenciou 
diretamente no crescimento dos testículos, com uma relação direta entre 
os valores de IGS e os estádios de desenvolvimento e as concentrações 
plasmáticas dos hormônios.  
Não foram encontrados peixes no estádio mais avançados de 
maturação (DGE) no Exp. 2. Algumas espécies de peixes podem 
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apresentar uma maturação incipiente das gônadas durante a primeira 
estação reprodutiva e somente na segunda as gônadas se tornam 
totalmente desenvolvidas (Holland et al., 2000; Manning et al., 2008; 
Davis, 2009; Carrillo et al., 2010; Schiavone et al., 2010). Esse primeiro 
desenvolvimento das gônadas na puberdade pode não ter sido 
suficientemente estimulado devido à imaturidade do eixo reprodutivo 
(Holland et al., 2000). Mesmo sem liberação de sêmen, os 
espermatozoides nos testículos dos peixes do Exp. 2, que estavam no 
estádio CGE, possuíam motilidade espermática, reforçando o potencial 
reprodutivo destes indivíduos. Segundo Schulz et al. (2010), a 
espermatogênese é considerada completa quando há liberação de 
espermatozoide nos túbulos seminíferos após a ruptura dos cistos 
espermáticos. 
A espermatogênese em peixes é regulada pelos hormônios 
andrógenos T e 11-KT, sendo o segundo geralmente mais abundante e 
relevante neste processo (Borg, 1994; Schulz et al., 2010). No início da 
puberdade ocorre uma proliferação das células de Leydig, resultando 
num aumento da produção e concentração plasmática de andrógenos, 
que culmina na primeira maturação sexual (Okuzawa et al., 2002; 
Weltzien et al., 2004). No presente estudo, as concentrações de T e 11-
KT variaram durante a estação reprodutiva, com os maiores valores 
associados ao avanço da espermatogênese. Em estudos sobre a biologia 
reprodutiva do robalo-flecha em ambiente natural, os maiores valores de 
T e 11-KT foram encontrados durante a estação reprodutiva, sendo a 11-
KT mais abundante (Roberts et al., 1999; Rhody et al., 2015). No 
presente estudo, a T foi o andrógeno mais abundante, entretanto nos 
estádios mais avançados da espermatogênese as concentrações dos dois 
andrógenos foram iguais no Exp 1. Num estudo que avaliou padrões 
metabólicos e endócrinos nos dois primeiros ciclos reprodutivos do 
pargo europeu, um hermafrodita protândrico, foi observado que no 
primeiro ciclo as concentrações de T eram maiores que as de 11-KT, e 
que isto se inverteu no segundo ciclo (Chavez-Pozo et al., 2008).  Em 
algumas espécies que mudam de sexo, as concentrações de 11-KT foram 
consideradas baixas ou indetectáveis (Borg, 1994). Provavelmente, nesta 
fase da vida os machos estejam amadurecendo o sistema reprodutivo e 
com o avançar da vida reprodutiva as concentrações de 11-KT se tornem 
maiores que as de T. Embora a 11-KT seja o andrógeno mais efetivo na 
maturação de machos, a T, que é sua precursora, agindo no hipotálamo e 
hipófise na secreção de hormônio liberador de gonadotrofina e 
gonadotrofinas, respectivamente, amadurecendo o sistema reprodutivo 
(Zanuy et al., 1999; Hemerlink et al., 2013). 
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Vale destacar que nos estudos prévios em que os hormônios 
esteroides do robalo-flecha foram avaliados (Roberts et al., 1999; Rhody 
et al., 2015), o E2 plasmático dos machos não foi medido, o que reforça 
a relevância da quantificação do E2 no presente trabalho e a sua 
importância para a criação do robalo-flecha. Num estudo recente sobre 
indução da mudança de sexo do robalo-flecha, comprovou-se a 
efetividade do E2 neste processo (Passini et al., 2016). Provavelmente 
os altos valores de E2 encontrados nos dois experimentos do presente 
trabalho, podem estar associados a uma pressão social dentro dos 
tanques de criação, relacionados com maiores densidades de estocagem 
no Exp. 2 (13,8 kg/m³). Curiosamente, em criações comercias do robalo-
asiático (Lates calcarifer), também um hermafrodita protândrico, as 
condições de cativeiro aceleram a mudança de sexo natural (Athauda et 
al., 2010). O estrógeno E2 pode regular a expressão de genes 
importantes da espermatogênese e esteroidogênese (Schulz et al., 2010), 
além de promover a renovação de espermatogônias nos testículos 
(Miura et al., 1999). Outra hipótese para explicar as altas concentrações 
de E2 plasmático nos dois experimentos do presente estudo, pode ser a 
transformação da T para E2, via enzima aromatase, indicando que o E2 
pode ter papel importante na regulação da espermatogênese no robalo-
flecha nesta fase da vida. Um indicativo para isto foi que, nos dois 
experimentos, os menores níveis de E2 foram encontrados no auge da 
estação reprodutiva. 
Um aspecto importante do presente estudo, foi demonstrar a 
influência do ambiente de criação na abundância dos hormônios 
esteroides durante a puberdade, sobretudo de T e E2, que tiveram as 
maiores concentrações em todos os estádios de desenvolvimento no Exp 
2. Hormônios esteroides podem se acumular em concentrações 
significativas na água em sistemas de recirculação de peixes, sobretudo 
em altas densidades de estocagem e com baixas taxas de troca de água 
(Good et al., 2014; Mota et al., 2014). Inclusive, esta disponibilidade na 
água pode ser transferida e incorporada pelos indivíduos, influenciando 
nas suas concentrações plasmáticas (Budworth e Senger, 2011). 
Provavelmente, foi por estes motivos que as concentrações de T e E2 
nos peixes tenham sido tão diferentes nos dois experimentos do presente 
trabalho. Já as concentrações da 11-KT não foram tão afetadas pelo 
ambiente de criação. É possível que o sistema endócrino controle 
melhor a síntese da 11-KT nas células de Leydig, visto que este 
hormônio possui papel fundamental na regulação da espermatogênese 
(Schulz e Miura, 2002). Mesmo encontrado em menores concentrações, 
e por não ter sofrido influência do ambiente de criação, a 11-KT deve 
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ser, como em muitas outras espécies, o andrógeno mais importante na 
regulação da espermatogênese no robalo-flecha. 
 
Conclusão 
 
O presente estudo demonstrou que o robalo-flecha apresenta 
uma plasticidade na idade do início da primeira maturação, dependendo 
principalmente do tamanho do indivíduo, e que os machos podem iniciar 
a puberdade no primeiro ano de vida. Foi constatado que as variações 
dos hormônios sexuais (T, 11-KT e E2) regulam o avanço da 
espermatogênese. Também foi observado que o ambiente de criação tem 
influência nas concentrações plasmáticas dos hormônios testosterona e 
estradiol, e que em sistema de recirculação de água estas concentrações 
foram maiores no plasma dos peixes.  
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CAPÍTULO 2 
 
Implantes de 17α-metiltestosterona aceleram a espermatogênese no 
robalo-flecha, Centropomus undecimalis, durante a primeira maturação 
sexual 
[17α-Metiltestosterone implants accelerates spermatogenesis on 
common snook, Centropomus undecimalis, during first sexual 
maturation] 
G. Passini1, C.V.A. Carvalho1, F.C. Sterzelecki1, M.F Baloi1, V.R. 
Cerqueira1 
 
1 Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC) – Florianópolis - SC 
 
Resumo 
 
O robalo-flecha é uma espécie emergente para a piscicultura intensiva, 
no entanto alguns aspectos reprodutivos desta espécie, sobretudo o 
desenvolvimento dos testículos e a ação de hormônios andrógenos na 
espermatogênese em cativeiro, ainda não foram investigados. O objetivo 
deste estudo foi avaliar os efeitos da 17α-metiltestosterona (MT) na 
espermatogênese e esteroidogênese do robalo-flecha, Centropomus 
undecimalis, durante a primeira maturação sexual. Os peixes, resultantes 
de reprodução em cativeiro, tinham peso de 305,80 ± 35,60 g. Foram 
utilizados implantes de etileno-acetato de vinila (EVA) com quatro 
concentrações do hormônio MT: T1 (0,3 mg kg-1); T2 (3,0 mg kg-1); T3 
(15,0 mg kg-1) e T4 (30,0 mg kg-1), mais um grupo controle sem o 
hormônio. Houve um crescimento das gônadas (P < 0,05) com o 
aumento das concentrações de MT. Através de cortes histológicos, foi 
observada uma aceleração da espermatogênese nos tratamentos com 
MT, sobretudo em T3 e T4. Foi possível obter baixa espermiação em 
alguns peixes tratados com MT. Entretanto, ocorreu uma supressão 
parcial dos níveis plasmáticos dos hormônios testosterona (T) e 11-
cetotestosterona (11-KT) nos tratamentos com MT, indicando um 
feedback negativo na esteroidogênese. Também ocorreu um aumento 
dos níveis plasmáticos de estradiol (E2), associado aos tratamentos com 
as maiores concentrações de MT. De toda forma, esta supressão de T e 
11-KT no plasma não impediu o aumento no índice gonadossomático e 
a aceleração da gametogênese. Os resultados sugerem que a aplicação 
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de implantes de EVA com MT nas concentrações de 15 e 30 mg kg-1 
estimula o desenvolvimento dos testículos, tanto no seu crescimento 
quanto acelerando a espermatogênese. 
Palavras-chave: Andrógenos, puberdade, esteroidogênese, protândrico. 
 
Abstract 
 
The common snook, Centropomus undecimalis, is an emerging species 
for intensive fish culture, however, some reproductive aspects of this 
species, especially the development of the testes and the action of 
androgen hormones on spermatogenesis have not been investigated. The 
objective of this study was to evaluate the effects of 17α-
methyltestosterone (MT) on spermatogenesis and steroidogenesis of the 
common snook, during the first sexual maturation. The fish, resulting 
from reproduction in captivity, had a weight of 305.80 ± 35.60 g. We 
used ethylene-vinyl-acetate (EVAc) implants with four concentrations 
of the hormone MT: T1 (0.3 mg kg-1); T2 (3.0 mg kg-1); T3 (15.0 mg 
kg-1) and T4 (30.0 mg kg-1), plus a control group without the hormone. 
The gonads increased (P <0.05) according to the concentrations of MT. 
Through histological cuts, an acceleration of spermatogenesis was 
observed in the MT treatments, especially in T3 and T4. It was possible 
to obtain sperm release in some fish treated with MT. However, there 
was a partial suppression of plasma levels of the hormones testosterone 
(T) and 11-ketotestosterone (11-KT) in the MT treatments, indicating a 
negative feedback on steroidogenesis. However, this suppression of T 
and 11-KT in plasma did not prevent the increase in the gonadosomatic 
index and the acceleration of gametogenesis There was also an increase 
in plasma levels of estradiol (E2), associated with treatments with the 
highest concentrations of MT. The results suggest that the application of 
EVAc implants with MT at concentrations of 15 and 30 mg kg-1 
stimulates the development of the testes, in growth and accelerating 
spermatogenesis. 
Palavras-chave: Androgens, puberty, steroidogenesis, protandric. 
 
Introdução 
 
O robalo-flecha, Centropomus undecimalis, um dos maiores 
peixes da família Centropomidae, possui crescimento rápido, alto valor 
de mercado, ótima qualidade da carne, além de ser importante para a 
pesca esportiva em todo o litoral Atlântico do Continente Americano 
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(Tucker, 2005; Lajonchère e Tsuzuki, 2008). Também é considerada 
uma espécie emergente para a piscicultura intensiva nas Américas 
(Rhody et al., 2014). A espécie é hermafrodita protândrica (Taylor et al., 
2000) e grandes esforços vêm sendo realizados para compreender e 
melhorar os seus aspectos reprodutivos em cativeiro.  
Estudos recentes com esta espécie, sobre indução a desova 
(Rhody et al., 2010; Ibarra-Castro et al., 2011), contribuição parental 
(Rhody et al., 2014), qualidade de ovos e larvas (Yanes-Roca et al., 
2009; Hauville et al., 2015) e controle do sexo (Carvalho et al., 2014; 
Passini et al., 2016), tem contribuído com o aprimoramento do controle 
da reprodução. Entretanto, sabe-se que a produção de sêmen dos machos 
em cativeiro é muito reduzida (Rhody et al., 2015). Desta forma, 
pesquisas sobre o desenvolvimento dos testículos e a ação de hormônios 
andrógenos na gametogênese em cativeiro merecem ser realizadas. 
Estudos que quantificaram esteroides sexuais no robalo-flecha em 
ambiente natural verificaram um aumento dos hormônios andrógenos 
relacionados com o período reprodutivo e a maturação das gônadas 
(Roberts et al., 1998; Rhody et al., 2015) e constataram que o hormônio 
11-cetotestosterona (11-KT) é o andrógeno mais abundante no plasma 
sanguíneo em machos de robalo-flecha durante a estação reprodutiva.  
Hormônios andrógenos podem induzir a espermatogênese em 
peixes imaturos e também durante a puberdade (Borg, 1994). Estes 
hormônios são produzidos, em sua maior parte, nas gônadas e as 
variações nas concentrações plasmáticas influenciam o desenvolvimento 
das mesmas (Schulz et al., 2010), além de estimular a produção de 
GnRH no cérebro (Schulz e Goos, 1999; Taranger et al., 2010). Dentre 
os andrógenos, a 11-KT é o mais abundante em teleósteos machos, 
regulando a espermatogênese através das células de Sertoli (Borg 1994), 
enquanto que a testosterona (T) é um importante precursor na 
esteroidogênese, podendo estimular e inibir a produção de 
gonadotrofinas via hipófise (Schulz e Miura, 2002).  
A puberdade ocorre após a diferenciação sexual e compreende a 
passagem de um peixe com um sistema reprodutivo imaturo para um 
maduro, o que implica na funcionalidade do eixo hipotálamo-hipófise-
gônadas (Okuzawa, 2002). Para a aquicultura, o conhecimento sobre a 
puberdade em peixes é importante, pois permite obter benefícios 
controlando o momento da primeira maturação (Taranger et al., 2010). 
Estudos com peixes na puberdade relataram um efeito positivo de 
hormônios andrógenos sobre o crescimento dos testículos e o estímulo 
da espermatogênese (Henry et al., 1998; Zanuy et al., 2001; Holland et 
al., 2002), demonstrando sua importância no amadurecimento 
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reprodutivo durante a puberdade (Okuzawa 2002). Apesar disso, a 
forma de administração (Berglund et al., 1995), o momento da indução 
(Amano et al., 1994; Schulz et al., 2008) e o tipo de andrógeno (Trudeau 
et al., 1991; Dubois et al., 1998; Cavaco et al., 2001) podem influenciar 
positivamente ou negativamente neste processo. O andrógeno sintético 
17α-metiltestosterona (MT) é amplamente utilizado na aquicultura para 
investigação e controle de processos reprodutivos. Dentre seus usos 
estão: masculinização, inversão sexual e também estimulação da 
produção de sêmen em machos adultos (Henry et al., 1998; Aizen et al., 
2005; Sarter et al., 2005). Esses estudos demonstram a importância de se 
conhecer os processos fisiológicos para poder utilizar as técnicas 
adequadas, com a finalidade de controlar os processos reprodutivos.  
Devido à importância do robalo-flecha para a aquicultura e sua 
relevância como modelo biológico, o objetivo deste estudo foi investigar 
a ação do hormônio 17α-metiltestosterona, administrado em implantes, 
sobre machos de robalo-flecha, C. undecimalis, durante a primeira 
estação reprodutiva. Os efeitos das terapias hormonais foram analisados 
através das respostas na espermatogênese (desenvolvimento dos 
testículos) e esteroidogênese (hormônios esteroides).  
 
Material e Métodos 
 
Material biológico e desenho experimental  
O estudo foi conduzido no Laboratório de Piscicultura Marinha 
(LAPMAR) da Universidade Federal de Santa Catarina (Florianópolis, 
Santa Catarina, Brasil). Foram utilizados 48 juvenis de robalo-flecha, C. 
undecimalis, obtidos a partir da reprodução artificial seguindo 
metodologia de Passini et al. (2013). Os peixes estavam em tamanho de 
primeira maturação e tinham peso de 305,80 ± 35,60 g e comprimento 
total de 34,11 ± 12,08 cm.  
No laboratório, estes peixes permaneceram em um tanque de 
10.000 L com um sistema de recirculação, sob condições naturais de 
fotorperiodo e temperatura. A densidade de estocagem era de 12 kg m-³ 
e os peixes eram alimentados diariamente até a saciedade aparente com 
ração comercial com 45% de proteína bruta, duas vezes ao dia. Os 
peixes foram mantidos nesta condição durante 2 anos, até serem 
utilizados neste experimento. O experimento foi realizado em março 
(último mês da estação reprodutiva) de 2015, durante 30 dias. Todos os 
procedimentos utilizados neste estudo foram aprovados pelo comitê de 
ética para uso animal (PP00861/CEUA/PROPESQ/UFSC/2013). 
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As unidades experimentais utilizadas foram tanques de 500 L 
dispostos em três sistemas de recirculação com filtração mecânica, 
biológica, esterilizador ultra-violeta e fracionador de espuma proteico. 
Foram testados implantes com quatro concentrações do hormônio 17α-
metiltestosterona (MT): T1 (0,3 mg kg-1); T2 (3,0 mg kg-1); T3 (15,0 mg 
kg-1) e T4 (30,0 mg kg-1), mais um grupo controle (implante sem 
hormônio). Para cada tratamento foram separados aleatoriamente oito 
peixes. O tratamento controle ficou isolado em um sistema de 
recirculação, os tratamentos 0,3 e 3,0 mg kg-1 MT ficaram no segundo 
sistema e os tratamentos 15,0 e 30,0 mg kg-1 MT no terceiro. Os peixes 
foram alimentados duas vezes ao dia até a saciedade aparente, com 
ração comercial contendo 45% de proteína. Durante o período 
experimental a temperatura foi de 29,25 ± 0,62 °C, oxigênio dissolvido 
5,65 ± 0,23 mg L-1, salinidade 35,87 ± 0,40 g L-1, amônia 0,021 ± 0,01 
mg L-1, nitrito 0,025 ± 0,01 mg L-1 e nitrato 1,43 ± 0,55 mg L-1 e pH 
8,07 ± 0,16. 
 
Amostragens 
Inicialmente os peixes utilizados no experimento foram 
anestesiados com 60 mg L-1 de benzocaína, medidos e pesados. 
Posteriormente, os implantes com as diferentes concentrações de MT 
foram inseridos na cavidade abdominal, através de um pequeno corte, 
abaixo da nadadeira peitoral, feito com auxílio de uma lâmina de bisturi. 
Sobre o corte foi aplicada uma pomada cicatrizante contendo sulfato de 
Gentamicina. Além disso, foi coletado sangue de oito peixes (n=8) 
previamente anestesiados, e posteriormente sacrificados com uma 
superdosagem de benzocaína (100 mg L-1), e as gônadas foram 
coletadas e fixadas para avaliar sua condição inicial por técnica 
histológica.  
Após quinze dias do início do experimento (t= 15 dias), seis 
peixes de cada tratamento foram amostrados aleatoriamente para coleta 
de sangue. Ao final do experimento (t= 30 dias), todos os peixes foram 
anestesiados, medidos e pesados. Em seguida, foi verificado se os peixes 
liberavam sêmen, após leve pressão abdominal e coletadas amostras de 
sangue de 8 peixes de cada tratamento. Posteriormente, todos os peixes 
foram sacrificados e dissecados. O fígado, gordura visceral e as gônadas 
foram pesados para determinar o índice hepatossomático (IHS = peso 
fígado x 100/peso total), índice da gordura mesentérica (IGM = peso 
gordura x 100/peso total) e índice gonadossomático (IGS = peso gônada 
x 100/peso total), respectivamente. Os peixes que espermiaram tiveram 
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uma das gônadas retiradas e preservada em solução salina (Hanks 
balanced salt solution - HBSS). Após rompimento da parede do 
testículo, foi adicionado água marinha (35 ppt) e imediatamente 
quantificado o tempo de motilidade dos espermatozoides. Não foi 
possível avaliar a concentração espermática. A outra gônada foi fixada 
para posterior avaliação histológica. 
As amostras de sangue, em todos os tempos amostrais, foram 
retiradas por punção da veia caudal com seringa de 1 mL contendo 
anticoagulante ácido etilenodiamino tetra-acético (EDTA 10%) e 
mantidas em eppendorfs sobre gelo. Ao final da coleta, o sangue foi 
centrifugado para separação do plasma a 2.000 g, durante 10 min a 4 °C 
e posteriormente mantidos em freezer a -20 °C.  
 
Implantes com 17α-metiltestosterona 
Os implantes foram produzidos com etileno-acetato de vinila 
(EVA, Sigma-Aldrich, Estados Unidos), contendo 17α-
metiltestosterona. Uma solução contendo 15% de EVA e 85% de 
diclorometano (MeCl2) foi adicionada a uma segunda contendo 55% de 
inulina e 45% de MT. Após homogeneização, a solução final foi posta 
sobre uma placa de alumínio com uma fina camada (± 2 mm) 
permanecendo durante 48 h em congelador a -20 °C para evaporação do 
MeCl2 e mais 24 h em uma estufa a 20 °C para eliminar a umidade. Os 
implantes foram obtidos desta matriz com uma faca dermatológica com 
diâmetro de 2 mm (ABC instrumentos, Keyes Punch, Brasil) e 
armazenados a -20 °C até o início do experimento. A metodologia de 
fabricação dos implantes foi baseada do estudo feito por Sarter et al. 
(2006). Para cada tratamento foi feita uma solução com uma 
concentração específica de MT. 
 
Histologia e classificação das gônadas 
As gônadas foram fixadas em solução de Davidson marinho 
durante 24 h, com posterior conservação em etanol 70%. Após 
desidratação, diafanização e inclusão em parafina, foram feitos cortes 
transversais de 5 µm de espessura. Os tecidos foram corados com 
hematoxilina de Harris e Eosina (HHE) para posterior identificação dos 
tecidos por microscopia. Fotomicrografias foram tiradas em microscópio 
(LEICA DM750, Wetzlar, Alemanha) com auxílio de aplicativo 
específico (LEICA LAS-EZ, Wetzlar, Alemanha). 
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Foram determinados quatro estádios de maturação dos testículos 
(Tabela 1), utilizando os estudos com robalo-flecha de Grier e Taylor 
(1998) e a padronização proposta por Brown-Peterson et al. (2011). 
 
Tabela 1.  Caracterização reprodutiva e histológica da espermatogênese no robalo-
flecha, Centropomus undecimalis. 
Característica 
reprodutiva 
Estádio 
Características histológicas 
Imaturo I Somente espermatogônias presentes; lúmen não 
desenvolvido dentro dos lóbulos  
Desenvolvimento D 
Espermatócitos presentes e formação do lúmen. 
Espermátides e espermatozoides podem estar 
presentes nos espermatócitos, entretanto não 
liberados no lúmen. 
Potencialmente 
maduros 
CGE 
Espermatozoides presentes no lúmen, 
espermatócitos e espermatogênese no tecido 
epitelial. CGE - epitélio germinativo contínuo. 
DGE 
Espermatozoides presentes no lúmen, 
espermatócitos e espermatogênese no tecido 
epitelial. DGE - Epitélio germinativo descontínuo. 
 
Análises dos hormônios 
Para quantificação da T e E2 plasmático foram utilizados kits de 
análise comerciais (DRG Instruments GmbH, Alemanha) previamente 
validados para o plasma de C. undecimalis (Passini et al., 2016). O 11-
KT plasmático foi quantificado com outro kit comercial (Cayman, Ann 
Arbor, MI, EUA). A validação do 11-KT foi realizada seguindo o 
protocolo do kit. O coeficiente do teste intraensaio foi 105,05 ± 1,96% 
(n=6) e o do interensaio foi 93,73 ± 0,81% (n=6), dentro dos limites 
especificados no protocolo. A acurácia do Spike and recovery foi de 
113,94 ± 0,19% (n=6). As amostras foram lidas no espectrofotômetro 
(Molecular Devices, SpectraMax M5, Estados Unidos) com 
comprimento de onda indicado no manual do kit comercial. 
As análises foram feitas com amostras coletadas nos tempos 0, 15 
e 30 dias. Os esteroides foram extraídos de 300 μl de plasma de cada 
indivíduo. Em cada amostra foram efetuadas três lavagens de 1,5 mL 
com o solvente diclorometano, sendo descartado o sobrenadante. Em 
seguida, o solvente foi evaporado com vapor de nitrogênio e o resíduo 
ressuspendido com 300 μl de solução padrão do Kit DRG, contendo 0 
ng mL-1 de hormônio Estradiol/Testosterona (0,03% Proclina 300; 
0,005% sulfato de gentamicina). As amostras foram então congeladas a -
20 °C até o início do ensaio enzimático. 
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Análise estatística 
Para o tratamento estatístico dos resultados foi feita análise de 
variância unifatorial (ANOVA) ao nível de significância de 5%, e 
quando encontradas diferenças significativas foi aplicado o Teste de 
Duncan. Os dados de frequência dos estádios de desenvolvimento dos 
testículos, que foram analisados utilizando o teste do qui-quadrado χ2 
(nível de significância de 5%). As análises foram realizadas com o 
software STATISTICA 7 (Stat Soft Inc., USA). Todos os dados são 
apresentados como média ± desvio padrão, com exceção da 
concentração de hormônios, apresentada como média ± erro padrão.  
 
Resultados 
Desempenho zootécnico 
 Os implantes com as diferentes concentrações de MT não 
afetaram a sobrevivência dos peixes. Após os 30 dias de experimento, os 
peixes não apresentaram diferença significativa (P > 0,05) com relação 
ao peso e comprimento total (Tabela 2). Os peixes do tratamento T4 
apresentaram valores do índice hepatossomático (IHS) 
significativamente menores (P < 0,05) que os dos tratamentos T3 e T1; 
os demais tratamentos não apresentaram diferenças significativas 
(Tabela 2). O índice de gordura mesentérica (IGM) foi 
significativamente maior (P < 0,05) nos peixes do tratamento T1 com 
relação aos peixes do tratamento T3, e não apresentou diferença 
significativa (P > 0,05) com relação aos outros tratamentos (Tabela 2). 
 
Tabela 2. Desempenho zootécnico do robalo-flecha (Centropomus undecimalis) 30 
dias após tratamento hormonal com diferentes concentrações de 17-α 
metiltestosterona (MT) em implantes. 
  Tratamentos (MT) 
Parâmetros 
zootécnicos 
Controle 0,3 mg/kg-1 3 mg/kg-1 15 mg/kg-1 30 mg/kg-1 
Peso (g) 324,87 ± 34,76 325,60 ± 35,57 309,27 ± 20,87 304,26 ± 52,26 293,58 ± 30,54 
Comprimento 
total (cm) 
35,38 ± 1,19 34,94 ± 1,23 35,11 ± 0,99 34,83 ± 1,97 34,83 ± 1,58 
IHS (%) 1,075 ± 0,200ab 1,168 ± 0,156a 1,026 ± 0,119ab 1,117 ± 0,222a 0,894 ± 0,180b 
IGM (%) 0,498 ± 0,236ab 0,733 ± 0,322a 0,477 ± 0,272ab 0,302 ± 0,217b 0,460 ± 0,186ab 
Sobrevivência 
(%) 
100 100 100 100 100 
IHS: Índice hepatossomático; IGM: Índice de gordura mesentérica. Diferenças 
significativas são destacadas por letras (a,b) em expoente (P < 0,05). Média ± DP. 
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O índice gonadossomático inicial (IGS) foi 0,023 ± 0,004%. 
Após o tratamento com os implantes de MT foi possível observar um 
aumento significativo, diretamente proporcional às concentrações. O 
tratamento T4 apresentou IGS significativamente maior (P < 0,05) que 
os tratamentos controle, T1 e T2 (Figura 1).  
 
 
Figura 1. Efeito de diferentes concentrações de 17-α metiltestosterona 
(MT) de 0,3 mg kg-1 (T1), 3 mg kg-1 (T2), 15 mg kg-1 (T3), 30 mg kg-1 
(T4) e grupo controle no índice gonadossomático (IGS). Letras 
diferentes acima das barras indicam diferença significativa (P < 0,05; 
ANOVA seguido de teste de Duncan). Média ± desvio padrão.  
 
Liberação de sêmen 
 No início do experimento, nenhum peixe liberava sêmen. Após 
15 dias da aplicação dos implantes foi possível observar baixa liberação 
de sêmen em um peixe do tratamento T2 (3 mg kg-1 MT) e 4 peixes do 
tratamento T3 (15 mg kg-1 MT). O mesmo foi observado ao final do 
experimento, ocorrendo liberação de sêmen em um peixe do tratamento 
T2 e 4 peixes no tratamento T3. O tempo de motilidade dos peixes que 
espermiaram foi de 245 ± 38 s e não houve diferença significativa entre 
os tratamentos.  
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Estágio de desenvolvimento dos testículos  
Nenhum dos peixes amostrados estava no estádio “imaturo” (I). 
No início do experimento, 50% dos peixes estavam no estádio 
“desenvolvimento” (D) com espermatócitos, espermátides no testículo 
(Figura 3A) e 50% no estádio “epitélio germinativo contínuo” (CGE) e 
espermatozoides no lúmen (Figura 3B). As diferentes concentrações de 
MT influenciaram no estádio de maturação dos testículos (χ2 = 21,36, P 
= 0,01, GL = 8). No tratamento T1 houve uma maior frequência de 
peixes no estádio D no final do experimento, comparado aos outros 
tratamentos. Nos tratamentos T2, T3 e T4 houve um aumento na 
proporção de machos potencialmente maduros (Figura 2), com testículos 
no estádio mais avançado de desenvolvimento, DGE, com o epitélio 
germinativo descontínuo (Figura 3C).  
 
 
Figura 2. Efeito de diferentes concentrações de 17-α metiltestosterona 
(MT) de 0,3 mg kg-1 (T1), 3 mg kg-1 (T2), 15 mg kg-1 (T3), 30 mg kg-1 
(T4) e grupo controle na frequência relativa de peixes (n=8) com 
testículos nos diferentes estádios de maturação: “Desenvolvimento” (D), 
“Epitélio germinativo continuo” (CGE) e “epitélio germinativo 
descontínuo” (DGE). 
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Figura 3. Características morfológicas e estádios de desenvolvimento 
dos testículos dos robalos-flechas C. undecimalis encontrados no 
experimento. (A) Estádio “desenvolvimento” (D), (B) Estádio “epitélio 
germinativo contínuo” (CGE), (C) Estádio “epitélio germinativo 
descontínuo” (DGE). Sc: espermatócitos secundário; St: espermátides; 
Sz: espermatozoide. (a): barra = 50 μm; (b,c): barra = 200 µm. 
 
 
Esteroides gonadais 
 Os valores iniciais dos hormônios testosterona (T), estradiol 
(E2) e 11-cetotestosterona (11-KT) foram 0,128 ± 0,034 ng mL-1, 0,216 
± 0,030 ng mL-1e 0,034 ± 0,030 ng mL-1, respectivamente.  
            Após 15 dias da aplicação dos implantes, houve uma redução 
significativa (P < 0,05) nas concentrações plasmáticas de T nos peixes 
tratados com MT. Nos tratamentos T3 e T4, as concentrações 
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plasmáticas de T ficaram abaixo dos níveis de detecção. O grupo 
controle manteve as concentrações de T iniciais. Após 30 dias da 
aplicação dos implantes, as concentrações de T nos tratamentos T1, T2 e 
T3 foram significativamente menores (P < 0,05) do que as 
concentrações do grupo controle. No tratamento T4 as concentrações de 
T ficaram abaixo dos níveis de detecção (Figura 4).  
 A concentração de E2 diminuiu significativamente (P < 0,05) 
em todos os tratamentos com relação às concentrações iniciais. Na 
amostragem intermediária (t=15 dias) e final (t=30 dias) as 
concentrações foram significativamente maiores (P < 0,05) nos 
tratamentos T3 e T4. Nos demais tratamentos não houve diferença 
significativa (P > 0,05) em ambos os tempos amostrais (Figura 4). 
 Após 15 dias da aplicação dos implantes, houve uma queda 
significativa (P < 0,05) nas concentrações de 11-KT nos tratamentos T1, 
T2, T3 e T4 com relação ao grupo controle. Com 30 dias, esta tendência 
se manteve, com exceção do tratamento T1, que apresentou um aumento 
na concentração de 11-KT, significativamente maior (P < 0,05) dos 
demais (Figura 4). 
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Figura 4. Valores plasmáticos dos hormônios testosterona (T), estradiol 
(E2) e 11-cetotestosterona (11-KT) em machos de robalo-flecha, 15 e 30 
dias após aplicação (dpi) dos implantes de 17-α metiltestosterona nas 
concentrações de 0,3 mg kg-1 (T1), 3 mg kg-1 (T2), 15 mg kg-1 (T3), 30 
mg kg-1 (T4) e grupo controle. Letras diferentes acima das barras 
indicam diferença significativa (P < 0,05, ANOVA seguido de teste de 
Duncan). Média ± erro padrão. 
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 Discussão 
 Os resultados deste estudo demonstraram que implantes de 17-α 
metiltestosterona, um andrógeno sintético, promoveram o crescimento 
das gônadas e estimularam a espermatogênese em machos de robalo-
flecha em primeira maturação. Simultaneamente, ocorreu uma 
diminuição dos níveis plasmáticos dos hormônios T e 11-KT indicando 
uma supressão na produção e também um aumento dos níveis de E2 nos 
tratamentos com as maiores concentrações de MT.  
As gônadas dos peixes utilizados neste estudo já haviam se 
diferenciado sexualmente, avançando a fase meiótica da 
espermatogênese com a presença de espermatócitos e espermatozoides 
nas gônadas. Desta forma, nenhum peixe imaturo foi identificado 
durante o experimento. Ainda não existem estudos sobre os aspectos da 
puberdade desta espécie em cativeiro, entretanto, é sabido que os peixes 
deste experimento estavam no último mês da estação reprodutiva da 
espécie (Ferraz e Cerqueira, 2010) e passando pela primeira estação 
reprodutiva, pós-diferenciação sexual (Carvalho et al., 2013).  
No presente estudo foi possível constatar a viabilidade de 
implantes de etileno-acetato de vinila (EVA) de MT para acelerar o 
desenvolvimento da primeira maturação em machos de robalo-flecha, 
tanto no crescimento das gônadas quanto no avanço da 
espermatogênese. O implante de EVA com o estrógeno 17ß-estradiol já 
foi utilizado com sucesso nesta espécie para induzir a mudança de sexo 
(Passini et al., 2016), indicando que este tipo de implante é uma opção 
atrativa para “liberação” de hormônios para fins de controle da 
reprodução em cativeiro.  
As concentrações plasmáticas dos hormônios T e 11-KT obtidos 
neste estudo são mais baixas que as encontradas em machos adultos 
desta espécie (Roberts et al., 1999; Rhody et al., 2015), com peso médio 
de 1.950 g, e são similares aos valores observados por Passini et al. 
(2016) com peixes de 500 g. Vários estudos demonstram que as 
concentrações dos hormônios esteroides aumentam de acordo com o 
tamanho do peixe e com o passar das estações reprodutivas (Taranger et 
al., 2010; Schiavone et al., 2012).  
 O IGS e a espermatogênese foram estimulados após aplicação 
dos implantes de MT, sobretudo nos implantes com as maiores 
concentrações (15 e 30 mg kg-1). Foi possível observar através da 
histologia uma proliferação de espermatócitos, formação do lúmen e dos 
dutos espermáticos, além de um aumento visível da quantidade de 
espermatozoides nos testículos. Já no tratamento T1 (0,3 mg kg-1), o IGS 
61 
não aumentou e houve um aumento na frequência de peixes em 
“desenvolvimento” (D), provavelmente devido à baixa concentração de 
MT. Estes resultados demonstram que as diferentes concentrações de 
MT em implantes podem influenciar diretamente nas respostas 
reprodutivas. Num estudo prévio (Ferraz e Cerqueira, 2010), machos 
adultos de robalo-flecha induzidos com 3 mg kg-1 de MT em implantes 
silásticos tiveram a espermiação antecipada pela ação do hormônio, mas 
sem grandes benefícios associados à reprodução provavelmente devido à 
baixa concentração de MT aplicada.  
              Nem todos os estudos que utilizaram andrógenos como indutor 
hormonal obtiveram tanto o aumento do IGS como a aceleração da 
espermatogênese (Zanuy et al., 1999; Cavaco et al., 2001; Holland et al., 
2002). Em machos imaturos de salmão do Atlântico, o IGS e os estádios 
de maturação foram influenciados pelo tratamento com implantes de T 
(Henry et al., 1998). Já Zanuy et al. (1999), com o robalo europeu, não 
obtiveram aumento do IGS, entretanto conseguiram observar 
espermatogênese mais avançada nos peixes tratados com T. Em machos 
do bagre africano, o momento do início do tratamento influenciou na 
resposta das gônadas dos peixes à terapia hormonal (Schulz et al., 2008), 
levando os autores do estudo a criar a hipótese que o amadurecimento 
do sistema reprodutivo possa ter melhorado a receptividade aos 
andrógenos. Talvez isto explique porque os peixes induzidos no presente 
estudo responderam positivamente ao tratamento, sendo o momento em 
que os implantes foram aplicados (último mês da estação reprodutiva) 
determinante, pois os peixes estavam mais receptíveis para receber o 
andrógeno.  
              Estudos com peixes marinhos adultos obtiveram melhoria na 
espermiação de machos após a aplicação de MT (Garcia, 1990; Lee et 
al., 1992; Aizen et al., 2005). No presente estudo, a baixa liberação de 
sêmen pode estar relacionada com os baixos valores de IGS. Apesar 
disto, a ativação dos espermatozoides liberados é um forte indício da 
viabilidade destes jovens indivíduos como reprodutores. Isto pode 
reduzir o tempo para formação de reprodutores, visando o uso dos 
gametas para realizar ensaios de fertilização artificial, visando 
melhoramento genético. 
  Após a aplicação dos implantes de MT, os níveis plasmáticos 
dos hormônios andrógenos T e 11-KT caíram consideravelmente, 
permanecendo abaixo dos níveis do grupo controle, indicando um 
feedback negativo. Esta resposta pode estar relacionada com os altos 
níveis de hormônio liberados pelos implantes, suprimindo a produção 
endógena de testosterona e consequentemente de 11-cetotestosterona, 
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indicando que a MT pode desregular o balanço destes hormônios 
andrógenos no robalo-flecha. Este feedback negativo da testosterona 
plasmática deve-se a afinidade da MT por receptores andrógenos. Desta 
forma, suprimindo a produção endógena de testosterona, provavelmente 
pela supressão de gonadotrofinas via hipófise (Trudeau et al., 1991; 
Borg, 1994; Schulz et al., 2008). Outra hipótese para a redução de T e 
11-KT plasmático, é a via de catabolismo endócrino, visto que os níveis 
destes hormônios são mantidos visando manter a saúde e a reprodução 
dos peixes em equilíbrio (James, 2011). Contrariamente, esta resposta 
inibitória não foi observada em outros estudos com aplicação de 
implantes de testosterona em peixes passando pela primeira maturação. 
Com o robalo europeu, implantes silásticos de testosterona promoveram 
aumento dos níveis plasmáticos de T por até 76 dias (Zanuy et al., 
1999). O mesmo aumento plasmático da testosterona foi observado com 
machos do bagre africano (Cavaco et al., 2001), com pargo europeu, 
(Castillo-Briceño et al., 2012) e salmão do Atlântico (Berglund et al., 
1995) após receberem implantes de testosterona. Por outro lado, juvenis 
de salmão tratados oralmente com MT aumentaram os níveis do 
hormônio luteinizante na hipófise, indicando que a MT pode induzir o 
amadurecimento da hipófise durante a puberdade (Amano et al., 1994). 
No fim do presente experimento houve um aumento nas concentrações 
de 11-KT no tratamento T1 (0,3 mg kg-1). Provavelmente isto ocorreu 
pela extinção da pequena quantidade de MT do implante e consequente 
restabelecimento da produção endógena de 11-KT.  
O estradiol plasmático apresentou valores supra-fisiológicos nos 
tratamentos T3 e T4. Estes valores se devem à provável transformação 
da testosterona endógena e da MT exógena por ação da enzima 
aromatase, que regula a aromatização andrógeno/estrógeno na 
esteroidogênese (Kroon et al., 2005; Guiguen et al., 2010). Esta mesma 
resposta foi observada em adultos do pargo europeu 21 dias após a 
aplicação de implantes (1 mg kg-1) de testosterona (Castillo-Briceño et 
al., 2013). É interessante notar que tanto o robalo-flecha quanto o pargo 
europeu são hermafroditas protândricos, indicando uma capacidade 
natural destas espécies para executar essa transformação via aromatase 
(Guiguen et al., 2010).  
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Conclusão 
  
O presente estudo demonstrou que a aplicação de implantes de 
EVA de 17-α metiltestosterona nas concentrações de 15 e 30 mg kg-1 no 
robalo-flecha estimula o desenvolvimento dos testículos, tanto no seu 
crescimento quanto acelerando a espermatogênese, o que sugere que a 
testosterona esteja relacionada com a passagem pela puberdade, agindo 
positivamente na maturação das gônadas, durante a primeira estação 
reprodutiva. 
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4. CONCLUSÕES GERAIS 
 
Esta tese foi realizada visando contribuir cientificamente sobre 
os aspectos reprodutivos do início da puberdade e a eficiência do uso do 
hormônio sintético 17α-metiltestosterona na maturação do robalo-flecha 
C. undecimalis. 
Com base nos resultados concluímos: 
 
- O robalo-flecha apresenta uma plasticidade na idade do início 
da puberdade em cativeiro, dependendo principalmente do tamanho do 
peixe, podendo iniciar a puberdade no primeiro ano de vida; 
 
- As variações dos hormônios sexuais (T, 11-KT e E2) regulam 
o início da puberdade e o avanço da espermatogênese; 
 
- O ambiente de criação tem influência nas concentrações 
plasmáticas dos hormônios testosterona e estradiol, sendo maiores em 
sistema de recirculação de água; 
 
- O uso de implantes de EVA com 17-α metiltestosterona (MT) 
pode estimular o desenvolvimento dos testículos, sobretudo nas maiores 
concentrações (15 e 30 mg kg-1); 
 
- O uso de implantes de EVA com MT pode desbalancear as 
concentrações plasmáticas dos hormônios testosterona, 11-
cetotestosterona e estradiol nos peixes; 
 
- Implantes de EVA com MT pode reduzir o tempo para 
formação de reprodutores, visando o uso dos gametas para realizar 
ensaios de fertilização artificial. 
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